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H£ng f.fTTTA de Candida albicans (Caff TTTA) et la 

proteine codee CATFIIIA. 

La presente invention concerne le facteur de transcrip- 
5 tion de Candida albicans nomme ci-apres CATFIIIA et ses 
analogues ainsi que les polynucleotides (ARN, ADN) codant 
pour cette proteine ou pour les polypeptides analogues de 
cette proteine. 

La presente invention concerne egalement le procede de 

10 preparation de ces polypeptides et polynucleotides, leur 

utilisation pour 1 1 etude des mecanismes de la transcription 
chez Candida albicans et pour la preparation d 1 inhibiteurs de 
ce facteur de transcription CATFIIIA pouvant etre utilises 
comme agent antif ongiques et les compositions pharmaceutiques 

15 contenant de tels inhibiteurs. 

La presente invention concerne done notamment un nouveau 
facteur de transcription de Candida albicans et la sequence 
d 1 ADN codant pour ce facteur de transcription, leur prepara- 
tion et leurs utilisations. 

20 Nous utiliserons egalement ci-apres les abreviations 

suivantes : AA pour acides amines, AN pour acides nucleiques, 
ARN pour acide ribonucleique, RNase pour ribonuclease , ADN ou 
DNA pour acide desoxyribonucleique , ADNc pour ADN 
complementaire, pb pour paires de bases, PCR pour reaction en 

2 5 chaine par une polymerase, CA ou Candida a. pour Candida 

albicans et SC ou Saccharomyces c. pour Saccharomyces 
cerevisiae . 

On utilisera egalement le terme screening qui designe 
une technique de criblage specifique et le terme primer qui 

3 0 designe un oligonucleotide utilise en amorce. 

Le terme polynucleotides designe ci-apres les 
polynucleotides de la presente invention soit les sequences 
d 'ADN et egalement ARN codant pour le facteur CATFIIIA de la 
presente invention et ses homologues ayant la meme fonction 
3 5 de facteur de transcription. Le terme CAtfUIA a le sens 
donne ci-dessus a polynucleotides. 

Le terme polypeptides designe ci-apres les polypeptides 
de la presente invention soit le facteur CATFIIIA de la 
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presente invention et ses analogues ou homologues 
fonctionnels tels que definis ci-apres, ayant done la raeme 
fonction de facteur de transcription. Le terme CATFIIIA a le 
sens donne ci-dessus a polypeptides. 
5 Nous appellerons tfHIA (ou tfC2) le gene codant pour le 

facteur de transcription TFIIIA tandis que CAtfUIA (ou 
CAtfC2) designe le gene codant pour le facteur de 
transcription de Candida albicans CATFIIIA. 

Le spectre des infections fongiques connues s'etend de 
10 1 1 attaque f ongique de la peau ou des ongles a des infections 
mycotiques plus graves d ' organes internes. De telles 
infections et les maladies qui en resultent sont identifiees 
comme des mycoses. Des substances antimycotiques a effets 
f ongistatiques ou fongicides, sont utilisees pour le 
15 traitement de ces mycoses. 

La presente invention concerne ainsi 1 1 identification de 
substances antimycotiques et notamment de substances anti- 
Candida albicans. 

La presente invention concerne ainsi des inhibiteurs de 

2 0 facteurs de transcription pouvant etre utilises comme agents 

antif ongiques . 

Candida albicans est une levure pathogene qui cause des 
maladies infectieuses dans l'organisme humain. Dans le but de 
trouver des moyens de traiter des maladies, on peut choisir 
25 des cibles intracellulaires et le facteur de transcription 
TFIIIA peut etre l'une de ces cibles. 

Dans les organismes eucaryotes, ce facteur joue un role cle 
dans 1' initiation de la transcription des genes ARN 5S par la 
RNA-polymerase III. En particulier, pour SC qui est une 

3 0 levure proche de CA, il a ete montre que cette levure SC ne 

pouvait pas survivre sans une source additionnelle de ARN 5S 
lorsque le gene chromosomique du facteur TFIIIA etait inter- 
rompu, cet ARN 5S additionnel etant synthetise au moyen d'un 
plasmide sans la participation du facteur TFIIIA (reference: 
3 5 S. Camier, A.-M. Dechampesme, A. Sentenac . /Proc . Natl. Acad. 
Sci. (1995) 92, 9338-9342). 

Le gene tfHIA et la proteine correspondante TFIIIA 
seraient impliques dans la regulation du mecanisme biologique 
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de la transcription comme indique ci-apres. 

Depuis que la proteine TFIIIA a ete purifiee comme 
facteur de transcription pour la premiere fois en 1980 a 
partir d'ovocytes de Xenope [Segall et Al, J- Biol. Chem. , 
255, 11986-11991 (1980)], des travaux ont ete menes in vivo 
et in vitro dans le Xenope pour etudier le mecanisme de 
controle de la transcription exerce par TFIIIA. On a ainsi 
montre que TFIIIA de Xenope est necessaire pour 1 1 initiation 
de la transcription du gene ARN 5S [Sakonji et al , Cell 12, 
13-25 (1980)] et se lie a une region de controle interne du 
gene ARN 5S [Bogenhagen et al, Cell, 12,27-35 (1980)]. 

La sequence en nucleotides de l'ADNc de tfHIA de xenope 
et la sequence correspondante en acides amines ont deja ete 
publiees [Ginberg et al, Cell, 3.2,479-489 (1984)]. On peut 
noter que ce gene code pour une proteine ayant 9 doigts de 
zinc, un doigt de zinc correspondant a un motif contenant 
deux cysteines et deux histidines reliees par un atome de 
zinc (CYS2 HIS2) (C2H2) . Cette structure en doigt de zinc 
constitue un domaine de liaison des proteines a l'ADN et est 
done consideree comme un domaine essentiel pour un groupe de 
proteines qui se lient a l'ADN (DNA binding proteins) . [Miller 
et al, Embo J., 4., 1607-1614 (1985)] 

On peut noter que 1 1 on connait d'autres facteurs de 
transcription se liant a l'ADN qui possedent egalement cette 
structure en doigt de zinc tels que par exemple, chez I'etre 
humain, XT1 du gene de la tumeur humaine de Wilms, [Gessier 
et al, Nature, 343 . 774-778 (1990)], le represseur humain de 
transcription YY1 [Shi et al, Cell, 67, 377-388 (1991)], la 
proteine MAZ associee au promoteur cMYC [Bossone et al , Proc . 
Natl. Acad. Sci . , USA, aa, 7452-7456 (1992)] ou encore spl 
[Kuwahara et al, J. Biol. Chem, 23., 8627-8631 (1990)]. 

L 1 etude de differents organismes tels que notamment 
I'homme, le xenope ou Candida albicans a montre qu f il existe 
ce que 1 1 on peut appeler une famille de facteurs de trans- 
criptions TFIIIA possedant les caracteristiques suivantes : 

- ils sont associes a 1 1 ARN polymerase III 

- ils possedent 9 doigts de zinc 

- ils sont indispensables pour la transcription du gene 
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codant pour l'ARN 5S. 

Une fonction essentielle connue de la proteine codee par 
le gene tfHIA (tfC2) de la levure est d'initier la 
transcription du gene de l'ARN 5S chez Saccharomyces 
5 cerevisiae (Camier et al . , Proc . Natl. Acad, Sa USA (1995) 
92 : 9338-9342) . 

La presente invention a ainsi permis d f isoler les 
polynucleotides ADN et ARN codant pour la proteine du facteur 
de transcription CATFIIIA de Candida albicans et de reveler 
10 leurs sequences nucleotidiques . 

La presente invention a done pour objet un 
polynucleotide isole contenant une sequence nucleotidique 
choisie dans le groupe suivant : 

a) un polynucleotide ayant au moins 50 % ou au moins 60% et 
15 de preference au moins 70 % d'identite avec un polynucleotide 

codant pour un polypeptide ayant la fonction de facteur de 
transcription et ayant une sequence en acides amines 
homologue de la sequence SEQ ID N°3 indiquee ci-apres. 

b) un polynucleotide complement aire du polynucleotide a) 
20 c) un polynucleotide comprenant au moins 15 bases conse- 

cutives du polynucleotide defini en a) et b) . 

La presente invention a ainsi pour objet un polynucleotide 

defini ci-dessus tel que ce polynucleotide est un ADN. 

La presente invention a ainsi pour objet un polynucle- 
25 otide defini ci-dessus tel que ce polynucleotide est un ARN 
La presente invention a plus precisement pour objet le; 
polynucleotide tel que defini ci-dessus comprenant la 
sequence de nucleotides SEQ ID N°l. 

La presente invention a ainsi permis d'isoler la 
30 sequence d 1 ADN codant pour le facteur de transcription de 
Candida albicans CATFIIIA. 

La presente invention a egalement permis de reveler la 
sequence d' acides nucleiques du gene CAtfUIA et egalement la 
sequence d 1 acides amines de la proteine CATFIIIA codee par ce 
35 gene. 

La presente invention a ainsi pour objet une sequence 
d 'ADN telle que definie par le polynucleotide ci-dessus 
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caracterisee en ce que cette sequence d'ADN est celle du gene 
CAtfUIA codant pour une proteine ayant la fonction 
biologique du facteur de transcription de Candida albicans 
CATFIIIA et contenant la sequence de nucleotides SEQ ID N01 
5 Une telle sequence SEQ ID n°l de la presente invention 
comprend done 2060 nucleotides. 

La presente invention a precisement pour objet une 
sequence d'ADN telle que definie ci-dessus ayant la sequence 
commengant au nucleotide 72 0 et se terminant au nucleotide 

10 1955 de SEQ ID N01. 

Une telle sequence comprend done 1236 nucleotides. 

La presente invention a aussi pour objet la sequence 
d'ADN du gene CAtfUIA telle que definie ci-dessus codant 
pour la sequence d'acides amines SEQ ID N°3 . 

15 La sequence SEQ ID N°3 comprend done 412 AA. 

La presente invention a particulierement pour objet la 
sequence d'ADN codant pour le facteur de transcription 
CATFIIIA telle que definie ci-dessus ainsi que les sequences 
d'ADN qui hybrident avec celle-ci et/ou presentent des 

2 0 homologies signif icatives avec cette sequence ou des 
fragments de celle-ci et ayant la meme fonction. 

La presente invention a egalement pour objet une 
sequence d'ADN telle que definie ci-dessus comprenant des 
modifications introduites par suppression, insertion et/ou 

2 5 substitution d 1 au moins un nucleotide codant pour une 

proteine ayant la meme activite biologique que le facteur de 
transcription CATFIIIA. 

La presente invention a notamment pour objet la sequence 
d'ADN telle que definie ci-dessus ainsi que les sequences 

30 d'ADN qui ont une homologie de sequence nucl^otidique d'au 
moins 50 % ou au moins 60 % et de preference au moins 70 % 
avec ladite sequence d'ADN. 

La presente invention a ainsi egalement pour objet la 
sequence d'ADN telle que definie ci-dessus ainsi que les 

35 sequences d'ADN qui codent pour une proteine de fonction 

similaire dont la sequence en AA a une homologie d'au moins 
40 % et notamment de 45 % ou d'au moins 50 %, plutot au 
moins 60 % et de preference au moins 70 % avec la sequence 



en AA codee par ladite sequence d'ADN. 

Par sequences qui hybrident, on inclut les sequences d'ADN 
qui hybrident avec l'une des sequences d'ADN ci-dessus sous 
des conditions standard de stringence elevee, moyenne ou 
5 basse et qui codent pour un polypeptide ayant la meme 
fonction de facteur de transcription. Les conditions de 
stringence sont celles realisees dans les conditions connues 
de 1 1 homme du metier telles que celles decrites par Sambrook 
et al, Molecular cloning, Cold Spring Harbor Laboratory 

10 Press, 1989. De telles conditions de stringence sont par 
exemple une hybridation a 65 °C, pendant 18 heures dans une 
solution 5 x SSPE ; 10 x Denhardt 1 s ; 100/xg/ml ADNss ; 1 % 
SDS suivie de 3 lavages pendant 5 minutes avec 2 x SSC ; 0,05 
% SDS, puis 3 lavages pendant 15 minutes a 65 °C dans 1 x 

15 SSC ; 0,1 % SDS. Les conditions de forte stringence 

comprennent par exemple une hybridation a 65 °C, pendant 18 
heures dans une solution 5 x SSPE ; 10 x Denhardt ; 100/ig/ml 
ADNss ; 1 % SDS suivie de 2 lavages pendant 20 minutes avec 
une solution 2 x SSC ; 0,05 % SDS a 65°C suivis d'un dernier 

20 lavage pendant 45 minutes dans une solution 0,1 x SSC ; 0,1 % 
SDS a 65°C. Les conditions de stringence moyenne comprennent 
par exemple un dernier lavage pendant 2 0 minutes dans une 
solution 0,2 x SSC, 0,1 % SDS a 65°C. 

Par sequences qui presentent des homologies signif i- 

25 catives, on inclut les sequences ayant une identite moderee 
ou importante de sequence nucleot idique avec l'une des 
sequences d'ADN ci-dessus et qui codent pour une proteine 
ayant la meme fonction de facteur de transcription. 

Par sequence d'ADN similaires, on entend ainsi des 

3 0 sequences d 1 ADN qui peuvent appartenir a d'autres mycetes que 
Candida albicans et notamment a SC, et qui sont similaires ou 
identiques a la sequence d 1 ADN du gene de Candida albicans 
CatfUIA. Ces sequences d ! ADN similaires ne sont pas 
forc^ment identiques a la sequence d 1 ADN du gene de Candida 

3 5 albicans CatfUIA. L f homologie de sequence au niveau 

nucleot idique peut-etre moderee ou importante. La present e 
invention concerne ainsi notamment les sequences d'ADN qui 
presentent une homologie de sequence nucleotidique d'au moins 
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50 %, de fagon preferee d'au moins 60 % et de fagon encore 
plus preferee d'au moins 70 % avec la sequence CAtfUIA de la 
present e invention. 

De plus, ces sequences d f ADN similaires ne codent pas 
5 forcement pour des proteines identiques, au niveau de la 
sequence en acides amines, a la proteine codee par le gene 
CAtfUIA. Ainsi la present e invention concerne notamment les 
sequences d'ADN qui codent pour des proteines dites 
homologues ayant une homologie de sequence en acides amines 

10 d'au moins 40 %, notamment 45%, de fagon preferee au moins de 
50 %, de fagon plus preferee au moins de 60 % et de fagon 
encore plus preferee au moins de 70 % avec la proteine codee 
par CAtfUIA de la presente invention. 

Le gene de la presente invention est represents comme 

15 une sequence ADN simple brin comme indique dans SEQ ID N°l 
mais il est entendu que la presente invention inclut la 
sequence ADN complernentaire de cette sequence ADN simple brin 
et inclut egalement la sequence ADN dite double brin const i- 
tuee de ces deux sequences ADN complement aires d'une de 

2 0 l 1 autre. 

La sequence d'ADN telle que definie ci-dessus est un 
exemple de combinaison de codons codant pour les acides 
amines correspondant a la sequence d' acides amines SEQ ID 
N°3, mais il est entendu egalement que la presente invention 

2 5 inclut toute autre combinaison arbitraire de codons codant 

pour cette meme sequence d' acides amines SEQ ID N°3. 
Pour la preparation des polynucleotides et notamment des 
sequences d'ADN telles que definies ci-dessus, des sequences 
d ! ADN modifiees comme indique ci-dessus ou encore des 

3 0 sequences d'ADN homologues telles que definies ci-dessus, on 

peut utiliser les techniques connues de 1 1 homme du metier et 
notamment celles decrites dans 1 1 ouvrage de Sambrook, J. 
Fritsh, E. F. § Maniatis, T. (1989) intitule: "Molecular 
cloning : a laboratory manual 1 , Laboratory, Cold Spring 
3 5 Harbor NY. 

Les sequences d ! ADN homologues telles que definies ci-dessus 
peuvent notamment etre isolees selon les methodes connues de 
1 1 homme du metier par exemple par la technique de PCR en 
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utilisant des amorces nucleotidiques degenerees pour 
amplifier ces ADN a partir de banques genomiques ou de 
banques d'ADNc des mycetes correspondants . Les ADNc peuvent 
egalement etre prepares a partir de mARN isoles de mycetes 
5 d'especes differentes etudiees dans le cadre de la presente 
invention telles que Candida albicans mais par exemple et 
tout aussi bien : Candida stellatoidea, Candida tropicalis, 
Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida pseudotro- 
picalis, Candida quillermondii , Candida glabrata, Candida 

10 lusianiae ou Candida rugosa ou encore des mycetes telles que 
Saccharomyces cerevisiae ou encore des mycetes du type Asper- 
gillus ou Cryptococcus et notamment, par exemple, Aspergillus 
f umigatus , Coccidioides immitis , Cryptococcus neof ormans , 
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis , Paracoc- 

15 cidioides brasiliens and Sporothrix schenckii ou encore des 
mycetes des classes des phycomycetes or eumycetes en particu- 
lier les sous-classes de basidiomycetes , ascomycetes, 
mehiascomycetales (levure) and plectascales , gymnascales 
(champignon de la peau et des cheveux) ou de la classe des 

20 hyphomycetes , notamment les sous -classes conidiosporales and 
thallosporales parmi lesquels les especes suivantes : mucor, 
rhi zopus , coccidioides , Paracoccidioides (blastomyces , 
brasiliensis) , endomyces (blastomyces), aspergillus, menici- 
lium ( scopulariopsis) , trichophyton (ctenomyces) , epidermo- 

25 phton, microsporon, piedraia, hormodendron, phialophora, 

sporotrichon, cryptococcus, Candida, geotrichum, trichosporon 
ou encore toropsulosis . 

Les polynucleotides de la presente invention peuvent 
ainsi etre obtenus en utilisant les methodes usuelles de 

3 0 clonage et de criblage telles que celles de clonage et 

sequen<page a partir de fragments d , ADN chromosomique extraits 
de cellules. Par exemple, pour obtenir les polynucleotides de 
la presente invention, on peut partir d'une banque de 
fragments d'ADN chromosomique. On peut preparer une sonde 

3 5 correspondant a un oligonucleotide marque par un element 
radioactif , constitute de preference de 17 nucleotides ou 
plus et derivee d'une sequence partielle. Les clones 
contenant un ADN identique a celui de la sonde peuvent etre 



ainsi identifies sous des conditions stringentes . Par le 
sequengage de clones individuels ainsi identifies, en 
utilisant des primers de sequengage issus de la sequence 
d'origine, il est alors possible de prolonger la sequence 
5 dans les deux directions pour determiner la sequence du gene 
complet. De fagon usuelle et efficace, un tel sequengage peut 
etre realise en utilisant un ADN double brin denature prepare 
a partir d'un plasmide. De tel les techniques sont decrites 
par Maniatis, T. Fritsch, E.F. et Sambrook comme indique ci- 

10 dessus. (Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York 
(1989) (notamment en 1.90 et 13.70 dans les chapitres de 
screening par hybridation et sequengage a partir de ADN 
double brin denature) . 

Dans le cadre de la presente invention, on pourrait 

15 notamment utiliser une banque de fragments d 1 ADN 

chromosomique de Candida albicans comme indique ci-apres a 
I'exemple 1 dans la partie experimentale . 

Une description detaillee des conditions operatoires 
dans lesquelles a ete realisee la presente invention est 

2 0 donnee ci-apres. 

L 1 invention a tout particulierement pour objet le 
polypeptide ayant la fonction de facteur de transcription 
CATFIIIA et ayant la sequence d'acides amines SEQ ID N°3 
codee par la sequence d 1 ADN telle que definie ci-dessus et 
25 les analogues de ce polypeptide. 

Par analogues de polypeptides, on entend les polypeptides 
dont la sequence d'acides amines a ete modifiee par substi- 
tution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides 
amines mais qui conservent la meme fonction biologique. De 

3 0 tels polypeptides analogues peuvent etre produits 

spontanement ou peuvent etre produits par modification post- 
transcriptionnelle ou encore par modification de la sequence 
ADN de la presente invention comme indique ci-dessus, en 
utilisant les techniques connues de l'homme du metier : parmi 
35 ces techniques, on peut citer notamment la technique de 

mutagenese dirigee connue de 1 1 homme du metier (Kramer, W. , 
et al., Nucl. Acids Res., 12, 9441 (1984) ; Kramer, W. and 
Fritz, H.J. , Methods in Enzymology, 154 / 350 (1987) ; 
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Zoller, M.J. and Smith, M. Methods in Enzymology, 100,468 
(1983) ) . 

La synthese d'ADN modifies peut etre faite comme indique ci- 
dessus et notamment en utilisant des techniques de synthese 
5 chimique bien connues telles que par exemple la methode au 
phosphotriester [Letsinger, R.L and Ogilvie, K.K. , K. Am. 
CHEM. Soc, £1,3350 (1969) ; Merrifield, R.B., Sciences, I50 r 
178 (1968)] ou la methode a la phosphoamidite [Beaucage, S.L 
and Caruthers, M .H. , Tetrahedron Lett., 22, 1859 (1981) ; 

10 McBRIDE, L.J. and Caruthers, M.H. Tetrahedron Lett., 24 245 
(1983)] ou encore par la combinaison de ces methode s . 

Les polypeptides de la presente invention peuvent done 
etre prepares par les techniques connues de 1 ' homme du 
metier, notamment partiellement par synthese chimique ou 

15 encore par la technique de l'ADN recombinant par expression 
dans une cellule hote procaryote ou eucaryote comme indique 
ci -apres . 

La presente invention a particulierement pour objet le 
procede de preparation de la proteine recombinante CATFIIIA 

20 ayant la sequence d'acides amines SEQ ID N°3 comprenant 

I 1 expression de la sequence d'ADN telle que definie ci-dessus 
dans un hote approprie puis l'isolement et la purification de 
ladite proteine recombinante. 

Pour produire le polypeptide de la presente invention, 

25 on peut notamment utiliser les techniques de 1 1 ADN 

recombinant en utilisant les methodes de genie genetique et 
de culture cellulaire connues de l 1 homme du metier. On peut 
ainsi proceder par les etapes suivantes : d'abord preparation 
du gene approprie, puis incorporation de ce gene dans un 

3 0 vecteur, transfert du vecteur porteur du gene dans une 
cellule hote appropriee, production du polypeptide par 
expression du gene, isolement du polypeptide, le polypeptide 
ainsi produit pouvant etre ensuite purifie. 

Les polypeptides de la presente invention obtenus par 

35 1 ! expression des polynucleotides de la presente invention 
peuvent etre purifies a partir de cultures de cellules 
transformees par les methodes bien connues de 1 1 homme du 
metier telles que precipitation au sulfate d 1 ammonium ou a 
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l'ethanol, extraction en conditions acides, chroma tographie 
echangeuse d 1 anions ou de cations, chromatographie 
d 1 interaction hydrophobique , chromatographie d f af finite, 
chromatographie a 1 1 hydroxy 1 apatite et la chromatographie a 
5 haute performance liquide (HPLC) . Des techniques bien connues 
de 1 1 homme du metier peuvent etre utilisees pour regenerer la 
proteine lorsque celle-ci est denaturee durant son isolement 
ou sa purification. 

Les sequences d'ADN selon la presente invention et 

10 notamment SEQ ID N°l et SEQ ID N°2 peuvent etre preparees 
selon les techniques connues de l 1 homme du metier notamment 
par synthese chimique ou par criblage d'une banque genomique 
ou d'une banque d'ADNc a 1 ' aide de sondes d 1 oligonucleotides 
de synthese par les techniques connues d 1 hybridation, ainsi 

15 amplification d'ADN a partir de fragments isoles ou encore 
par reverse transcriptase a partir d'ARN messager (ARNm). 
L 1 avantage de la technique comprenant d 1 abord 1 1 isolement 
d'ARNm par extraction des ARM totaux puis la synthese d'ADNc 
a partir de ces ARNm par reverse transcriptase reside 

20 notamment dans le fait que I'ARNm ne contient pas les introns 
alors que ces sequences non codantes sont presentes dans 
1 ' ADN genomique . 

On peut proceder en utilisant les techniques usuelles de 
clonage connues de 1 ' homme du metier et notamment decrites 

25 dans 1 ' ouvrage de Sambrook, J. Fritsh, E. F . § Maniatis, T. 
(1989) intitule: "Molecular cloning : a laboratory manual 1 , 
Laboratory, Cold Spring Harbor NY. 

Dans ces techniques, on peut proceder au clonage par 
insertion de fragment dans un plasmide qui peut etre fourni 

3 0 avec un kit commercial adapte puis transformation d'une 
souche bacterienne par le plasmide ainsi obtenu. On peut 
utiliser notamment la souche E. coli XL1 Blue ou DH5 alpha. 
Les clones peuvent ensuite etre cultives pour extraire 1 1 ADN 
plasmidique selon les techniques classiques de 1' homme du 

35 metier referencees ci-dessus (Sambrook, Fritsh et Maniatis) . 
On peut proceder au sequengage de l'ADN du fragment amplifie 
contenu dans l'ADN plasmidique. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent etre 
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obtenus par expression dans une cellule hote contenant un 
polynucleotide selon la presente invention et notamment une 
sequence d'ADN codant pour un polypeptide de la presente 
invention precedee d f une sequence promoteur convenable. La 
5 cellule hote peut etre une cellule procaryote, par exemple E. 
coli ou une cellule eucaryote telle que les levures comme par 
exemple les ascomycetes parmi lesquels les saccharomyces ou 
encore des cellules de mammi feres comme par exemple des 
cellule Cos. 

10 La presente invention a particulierement pour ob j et le 

vecteur d 1 expression contenant une sequence d'ADN telle que 
definie ci-dessus . 

Dans le vecteur d r expression, une telle sequence d'ADN est 
done ainsi notamment la sequence d 1 ADN du gene CAtf IIIA 
15 codant pour une proteine ayant la fonction biologique du 
facteur de transcription de Candida albicans CATFIIIA et 
contenant la sequence de nucleotides SEQ ID N°l . 
Dans le vecteur d 1 expression, une telle sequence d ! ADN est 
ainsi plus particulierement la sequence d 1 ADN commengant au 
20 nucleotide 720 et se terminant au nucleotide 1955 de SEQ ID 
N°l . 

Dans le vecteur d 1 expression, une telle sequence d'ADN est 
ainsi encore plus particulierement celle du gene CAtfUIA tel 
que defini ci-dessus codant pour la sequence d ! acides amines 
25 SEQ ID N°3 . 

Dans le vecteur d 1 expression, une telle sequence d'ADN est 
ainsi une sequence d'ADN telle que definie ci-dessus codant 
pour le facteur de transcription CATFIIIA ainsi que les 
sequences d'ADN qui hybrident avec celle-ci et/ou presentent 

30 des homologies signif icat ives avec cette sequence ou des 
fragment s de cell e - ci ou encore les sequences d 1 ADN 
comprenant des modifications introduites par suppression, 
insertion et/ou substitution d'au moins un nucleotide codant 
pour une proteine ayant la meme activite biologique que le 

35 facteur de transcription CATFIIIA. 

Dans le vecteur d 1 expression, une telle sequence d'ADN est 
notamment une sequence d'ADN telle que definie ci-dessus 
ainsi que les sequences d'ADN similaires qui ont une 
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homologie de sequence nucleotidique d'au moins 50 % ou au 
moins 60 % et de preference au moins 70 % avec ladite 
sequence d'ADN ou encore les sequences d'ADN similaires qui 
codent pour une proteine dont la sequence en AA a une 
5 homologie d'au moins 40 % et notamment de 45 % ou d'au moins 
5 0 %, plutot au moins 60 % et de preference au moins 70 % 
avec la sequence en AA codee par ladite sequence d'ADN. 
Les vecteurs d' expression sont des vecteurs permettant 
1' expression de la proteine sous le controle d'un promoteur 

10 convenable. Un tel vecteur peut etre un plasmide, un cosmide 
ou un ADN viral. Pour les cellules procaryotes, le promoteur 
peut etre par exemple le promoteur lac, le promoteur trp, le 
promoteur tac, le promoteur p-lactamase ou le promoteur PL. 
Pour les cellules de levure, le promoteur peut etre par 

15 exemple le promoteur PGK ou le promoteur GAL. Pour les 

cellules de mammiferes, le promoteur peut etre par exemple le 
promoteur SV40 ou les promoteurs de 1 ' adenovirus . 

Des vecteurs type Baculovirus peuvent etre aussi 
utilises pour 1' expression dans des cellules d'insectes. 

20 Les cellules hotes sont par exemple des cellules procaryotes 
ou des cellules eucaryotes . Les cellules procaryotes sont par 
exemple E. coli, Bacillus ou Streptomyces . Les cellules hotes 
eucaryotes comprennent des levures ainsi que des cellules 
d'organismes superieurs, par exemple des cellules de mamrni- 

25 feres ou des cellules d'insectes. Les cellules de mammiferes 
sont par exemple des fibroblastes tels que des cellules CHO 
ou BHK de hamster et des cellules Cos de singe. Les cellules 
d'insectes sont par exemple des cellules SF9. 

La present e invention concerne done un procede qui 

30 comprend 1 'expression d'un polynucleotide selon la presente 
invention codant pour la proteine CATFIIIA dans une cellule 
hote transformee par un polynucleotide selon la presente 
invention et notamment une sequence d'ADN codant pour la 
sequence en acides amines SEQ ID N°3. Dans la realisation 

35 d'un tel procede, la cellule hote est notamment une cellule 
eucaryote . 

Pour la realisation de la presente invention, les vecteurs 
utilises peuvent etre par exemple pGEX ou pBAD et la cellule 
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hote peut etre E. coli ou par exemple le vecteur pYX222 et 
la cellule hote peut etre notamment Saccharomyces cerevisiae. 

La presente invention a notamment pour objet la cellule 
hote transformee avec un vecteur tel que defini ci-dessus et 
5 renfermant une sequence d'ADN selon la presente invention. 

La presente invention a ainsi pour objet le procede de 
preparation d'une proteine recombinante selon la presente 
invention, tel que defini ci-dessus, dans lequel la cellule 
hote est E. coli DH5 alpha ou E. coli XLl-Blue ou notamment 

10 Saccharomyces cerevisiae. 

Un expose detaille des conditions dans lesquelles peuvent 
etre menees les operations indiquees ci-dessus est donne ci- 
apres dans la partie experimentale . On a ainsi obtenu un 
plasmide dans lequel est insere le gene de la presente 

15 invention et on obtient ainsi egalement ce plasmide introduit 
dans une cellule hote en operant selon les techniques 
usuelles connues de 1 ' homme du metier. 

La presente invention a tres precisement pour objet le 
plasmide depose a la CNCM sous le numero 1-2072. 

20 II s ! agit ainsi precisement de la souche XL1 -Blue/Yep24- 

Catfc2 renfermant le gene CAtfUIA selon la presente 
invention . 

Ce gene correspond done a la sequence 720-1955 de SEQ ID 

N°l . 

25 Les conditions operatoires dans lesquelles a ete realisee la 

presente invention sont decrites ci-apres dans la partie 

experimentale . 

La proteine TFIIIA codee par le gene CAtfUIA est done 

un facteur de transcription. En effet, la proteine TFIIIA 
3 0 codee par le gene de la presente invention a un role 

biologique comme proteine se liant a 1 1 ADN et serait utile 

comme facteur de transcription. 

En particulier, le gene de la presente invention est exprime 
dans differents tissus et joue un role important dans 
35 1' initiation de la transcription du gene de 1 1 ARN ribosomal 
5S. 

L 1 etude de ces facteurs peut egalement etre utile dans 

1 ' analyse des mecanismes de regulation de la transcription. 



La presente invention a ainsi pour objet un procede de 
criblage de produits antif ongiques caracterise en ce qu'il 
comprend une etape ou l'on mesure 1* activite de facteur de 
transcription de CATFIIIA tel que defini ci-dessus en 
presence de chacun des produits dont on souhaite determiner 
les proprietes antif ongiques et 1 1 on selectionne les produits 
ayant un effet inhibiteur sur cette activite. 

La mise en evidence dans le cadre de la presente 
invention de l'homologie f onctionnelle des facteurs de 
transcription de Candida albicans et Saccharomyces 
cerevisiae, illustree dans la partie exp^rimentale ci-apres, 
permet d'envisager de nombreuses applications pour le facteur 
de transcription CATFIIIA de la presente invention. 

En particulier du fait qu ! il apparait que l 1 activite de 
SCTFIIIA est essentielle pour la survie cellulaire, des 
substances inhibitrices de cette activite peuvent etre 
utilisables comme agents antif ongiques , soit en tant que 
medicaments soit sur le plan industriel. 

Par exemple, pour cribler des substances antif ongiques telles 
que des substances actives sur Candida albicans, on mesure 
l'activite de CATFIIIA ou de 1 1 un de ses homologues 
fonctionnels constitue par un facteur de transcription TFIIIA 
en presence de chacun des produits dont on souhaite 
determiner les proprietes antif ongiques et 1 'on selectionne 
les produits ayant un effet inhibiteur sur cette activite. 

On peut effectuer un tel criblage en mesurant 1' activite 
de transcription de TFIIIA en presence d 1 activateurs ou 
d 1 inhibiteurs potentiels a tester. La transcription de I'ARN 
5S peut par exemple etre mesuree in vitro directement en 
detectant la synthese de l'ARN 5S dans un milieu reactionnel 
approprie . 

L 1 activite de transcription peut egalement etre mesuree in 

vivo par un test de viabilite cellulaire. Par exemple, 

1' activite de transcription peut etre avantageusement mesuree 

dans des cellules d'un mutant de Saccharomyces cerevisiae 

n'exprimant pas TFIIIA de SC transformees par le gene 

CAtf IIIA. 

L'invention englobe egalement 1 •utilisation d'un produit 
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select ionne comme indique ci-dessus pour ses proprietes 
inhibitrices d'un facteur de transcription TPIIIA pour 
l'obtention d'un agent ant if ongique . 

La presente invention sera mieux comprise §. l'aide de la 
5 partie experiment ale qui suit et qui decrit le clonage du 
gene CAtfllla de la presente invention. 

La presente invention a ainsi pour objet 1 1 utilisation 
d ! un produit selectionne par le procede de criblage de 
produits ant if ongiques tel que defini ci-dessus pour 

10 l'obtention d f un agent ant if ongique . 

La presente invention a egalement pour objet 1 'utili- 
sation du gdne du facteur de transcription CAtfUIA de 
Candida albicans ou du facteur de transcription code par ce 
gene tel que defini ci-dessus pour la selection d'un produit 

15 ayant des proprietes antif ongiques tel que defini ci-dessus 
et utilise comme inhibiteur du facteur de transcription de 
Candida albicans . 

La presente invention a egalement pour objet les 
compositions pharmaceutiques renfermant a titre de principe 

20 actif au moins un inhibiteur du facteur de transcription de 
Candida albicans telles que definies ci-dessus. 
De telles compositions peuvent notamment etre utiles pour 
traiter les infections f ongiques topiques et systemiques. 
Les compositions pharmaceutiques indiquees ci-dessus peuvent 

25 etre administrees par voie buccale, rectale, par voie 

parenterale ou par voie locale en application topique sur la 
peau et les muqueuses ou par injection par voie intraveineuse 
ou intramusculaire . Ces compositions peuvent etre solides ou 
liquides et se presenter sous toutes les formes pharma- 

3 0 ceutiques couramment utilisees en medecine humaine comme, par 
exemple, les comprimes simples ou drageifies, les gelules, 
les granules, les suppositoires, les preparations 
injectables, les pommades, les cremes, les gels et les 
preparations en aerosols ; elles sont preparees selon les 

35 methodes usuelles. Le principe actif peut y etre incorpore a 
des excipients habituellement employes dans ces compositions 
pharmaceutiques, tels que le talc, la gomme arabique, le 
lactose, l'amidon, le stearate de magnesium, le beurre de 
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cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras d'origine 
animale ou vegetale, les derives paraf f iniques , les glycols, 
les divers agents mouillants, dispersants ou emulsif iants , 
les conservateurs . 
5 La posologie sera variable selon le produit utilise, le 

sujet traite et l 1 affection en cause. 

La presente invention a ainsi notamment pour objet 
1 'utilisation des compositions telles que definies ci-dessus 
comme agents antif ongiques . 

10 La presente invention a encore pour objet une methode 

d 1 induction d'une reponse iramunologique chez un mammifere 
comprenant 1 1 inoculation a ce mammifere du polypeptide selon 
la presente invention tel que defini ci-dessus ou un fragment 
de ce polypeptide ayant la menie fonction de fac?on a produire 

15 un anticorps permettant de proteger l f animal contre la 
maladie. 

La presente invention a ainsi pour objet des anticorps 
diriges contre les polypeptides de la presente invention tels 
que definis ci-dessus ayant la fonction de facteur de trans - 

2 0 cription CATFIIIA ou contre un fragment de ces polypeptides 

ayant la meme fonction et codes par les polynucleotides de la 
presente invention et notamment par une sequence d'ADN telle 
que definie ci-dessus. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent ainsi etre 
25 utilises comme immunogenes pour produire des anticorps 

immunospecif iques de ces polypeptides. Le terme anticorps 
utilise designe les anticorps aussi bien monoclonaux que 
polyclonaux, chimeriques, simple chaxne, les anticorps non 
humains et les anticorps humains, aussi bien que les 

3 0 fragments Fab, incluant ainsi les produit s d'une banque 

d 1 immunoglobuline Fab. Les anticorps generes contre les 
polypeptides de la presente invention peuvent etre obtenus 
par administration des polypeptides de la presente invention 
ou de fragments portant des epitopes, leurs analogues ou 
35 encore des cellules & un animal, de preference non humain, en 
utilisant des protocoles de routine pour la preparation 
d' anticorps monoclonaux. De tels anticorps peuvent etre 
prepares par les methodes bien connues dans ce domaine telles 
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que celles decrites dans I'ouvrage /Antibodies, Laboratory 
manuel Ed. Harbow et David Larre, Cold Spring Harbor 
laboratory Eds, 1988. 

La presente invention a ainsi tout particulierement pour 
5 objet un anticorps dirige contre la proteine CATFIIIA de la 
presente invention ou un fragment de cette proteine ayant 
notamment la meme fonction. 

La presente invention a encore pour objet 1 1 utilisation 
du gene du facteur de transcription CAtfUIA ou du facteur de 

10 transcription code par ce gene tel que defini ci-dessus pour 
la preparation de compositions utiles pour le diagnostic ou 
le traitement de maladies causees par la levure pathogene 
Candida albicans. 

La presente invention concerne aussi 1 1 utilisation des 

15 polynucleotides de la presente invention comme reactifs de 
diagnostic. La detection d'un polynucleotide selon la 
presente invention codant pour la proteine TFIIIA de Candida 
albicans ou de ses analogues chez un eucaryote en particulier 
un mammifere et plus particulierement un etre humain, peut 

2 0 constituer un moyen de diagnostic d'une maladie : ainsi, on 
peut detecter un tel polynucleotide selon la presente 
invention et notamment une sequence d'ADN par une grande 
variete de techniques chez un eucaryote en particulier un 
mammifere et plus particulierement un etre humain, infectes 

25 par un organisme contenant au moins l'un des polynucleotides 
de la presente invention. Les acides nucleiques pour une 
telle utilisation d*outil de diagnostic peuvent etre detectes 
a partir de cellules ou de tissus infectes, tels que l r os, le 
sang, le muscle, le cartilage ou la peau. Pour cette 

30 detection, l'ADN genomique peut etre utilise directement ou 
encore etre amplifie par PCR ou une autre technique 
d 1 amplification . Les ARN ou ADN et ADNc peuvent egalement 
etre utilises dans le meme but. Par les techniques 
d* amplification, la lignee du mycete present dans un 

35 eucaryote en particulier un mammifere et plus particulie- 
rement un etre humain, peut etre caracteris<§e par 1 1 analyse 
du genotype. Des deletions ou des insertions peuvent etre 
detectees par le changement de taille du produit amplifie par 
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comparaison avec le genotype de la sequence de reference. Les 
points de mutations peuvent etre identifies par hybridation 
de l'ADN amplifie avec les sequences, marquees par un element 
radioactif, de polynucleotides de la presente invention. Des 
5 sequences parfaitement complementaires peuvent ainsi etre 
distinguees de duplex qui resistent mal a la digestion par 
des nucleases. Les differences de sequences d'ADN peuvent 
aussi etre detectees par des alterations de la mobilite 
electrophoretique de fragments d'ADN dans des gels, avec ou 

10 sans agent denaturant, ou par un sequen^age direct d'ADN 
(reference : Myers et al . Science, 230 : 1242 (1985)). 
Des changements de sequences a des localisations specif iques 
peuvent aussi etre revelees par des experiences de protection 
contre des nucleases telles que RNase I et SI ou par des 

15 methodes de clivage chimique (reference : Cotton et al . , Proc 
Natl Acad Sci, USA, 85 : 4397-4401 (1985). 
Des cellules contenant l'un des polynucleotides de la 
presente invention portant des mutations ou des polymor- 
phismes peuvent aussi etre detectees par un grand nombre de 

20 techniques permettant notamment de determiner le serotype. 
Par exemple, la technique RT-PCR peut etre utilisee pour 
detecter les mutations. II est particulierement prefere 
d ! utiliser les techniques de RT-PCR en conjonction avec des 
syst ernes de detection automat ique, tels que par exemple dans 

25 la technique GeneScan. ARN et ADNC peuvent etre utilises dans 
les techniques PCR ou RT-PCR. Par exemple, des amorces 
complementaires des polynucleotides codant pour les 
polypeptides de la presente invention peuvent etre utilises 
pour identifier et analyser les mutations. 

30 Des amorces peuvent ainsi etre utilisees pour amplifier un 

ADN isole de 1 1 individu infecte. De cette fagon des mutations 
dans la sequence d'ADN peuvent etre detectees et utilisees 
pour diagnostiquer 1* infection et determiner le serotype ou 
le classement de l'agent infectieux. De. telles techniques 

35 sont usuelles pour 1 1 homme du metier et sont decrites 

notamment dans le manuel "Current Protocols in Molecular 
Biology, Ausubel et al, ed. John Wiley § sons, Inc., 1995). 
La presente invention concerne ainsi un procede de 
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diagnostic d'une maladie et de preference d'une infection 
fongique provoquee notamment par Candida albicans telles que 
des mycoses comme indique ci-dessus, ce procede comprenant la 
determination a partir d f un echantillon preleve sur un 
5 individu infecte, d'une augmentation de la quant ite de 

polynucleotide de la presente invention. Un tel polynucle- 
otide peut notamment avoir une sequence d'ADN de la presente 
invention telle que definie ci-dessus. 

Des augmentations ou des diminutions de la quantite de 
10 polynucleotides peuvent etre mesurees par les techniques bien 
connues de 1 ' homme du metier telles que notamment 
1 1 amplification, la PGR, RT PCR, Northern blotting ou autres 
techniques d 1 hybridation . 

De plus, une methode de diagnostic en accord avec la presente 
15 invention consiste en la detection d'une expression trop 
importante de polypeptides de la presente invention, par 
comparaison avec des echantillons de controle constitues de 
tissus normaux non infectes utilises pour detecter la 
presence d'une infection. 

2 0 Les techniques qui peuvent etre utilisees pour detecter ainsi 

les quantites de proteines exprimees dans un echantillon 
d'une cellule hote sont bien connues de 1 'homme du metier. On 
peut ainsi citer par exemple les techniques de radioimmu- 
noassay ou de competitive-binding, analyse par Western Blot 
25 et test ELISA (ref Ausubel indique ci-dessus) . 

La presente invention a encore pour objet un kit pour le 
diagnostic d' infections fongiques comprenant une sequence 
d'ADN selon la presente invention telle que definie ci-dessus 
ou une sequence similaire ou un fragment de cette sequence, 

3 0 le polypeptide code par cette sequence ou un fragment 

polypeptidique ayant la meme fonction ou un anticorps dirige 
contre un tel polypeptide code par cette sequence d'ADN ou 
contre un fragment de ce polypeptide. 

Ce kit pourra ainsi contenir une sequence d'ADN selon la 
35 presente invention telle que definie ci-dessus et par exemple 
la sequence d'ADN SEQ ID N°l ou un fragment de cette sequence 
ou encore la sequence 72 0 a 1955 de SEQ ID N°l. 
Un tel kit pourra de meme contenir un polypeptide selon la 
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presente invention ou un fragment de ce polypeptide et 
notamment la proteine ayant la sequence en AA SEQ ID N°3 ou 
encore un anticorps tel que defini ci-dessus. 

Un tel kit peut-etre prepare selon les methodes bien connues 
5 de I'homme du metier. 

Les sequences SEQ ID NO 1 a 9 indiquees dans la presente 
invention sont decrites ci-apres. 

La partie experimentale ci-apres permet de deer ire la 

presente invention sans toutefois la limiter. 
10 Part-.ip pyppri mentale 

Exemple 1 : Clonage et sequengage du gene CAtfUIA 

a) rnnHitinns de- nilture : 

La bacterie Escherichia coli (E. coli) de la lignee DH5 

alpha (Gibco BRL) ou XL1- Blue type K12 (Stratagene) a ete 
15 utilisee pour la preparation des plasmides de la presente 

invention . 

La croissance de cette bacterie a ete effectuee selon les 
conditions usuelles en milieu liquide LB qui renferme lOg de 
bactotryptone, 5g d'extrait de levure et 10 g de NaCl pour un 
20 litre d'eau et qui renferme egalement 100 microg/ml 
d' ampicilline (SIGMA) . 

La colonie a ete prelevee sur milieu solide LB + agar + 
ampicilline puis cultivee dans 100 ml de milieu LB et incubee 
jusqu'a DO (600nm) = 0.8. 
25 L 1 incubation a ete effectuee a 37°C sous atmosphere normale 
et agitation a 225 rpm. 

La viabilite de la souche est verifiee lorsque la souche 

pousse sur milieu LB + ampicilline a 100 microg/ml. 

On peut noter qu'un gene de resistance a 1 1 ampicilline Bla 

3 0 fait partie du vecteur dans lequel sont clones les fragments 
de CAtfUIA. Ainsi, la selection des souches renfermant les 
plasmides contenant le gene tfHIA de Candida albicans de la 
presente invention peut etre operee par la culture des 
souches dans ce milieu renfermant de 1 1 ampicilline (100 

35 microg/ml) , un tel milieu permettant la survie uniquement des 
souches qui renferment le gene de resistance a 1 ' ampicilline 
et ainsi uniquement des souches qui renferment le gene tfHIA 
de Candida a. de la presente invention. 
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Pour la conservation des souches obtenues, 15 % de glycerol 
sont ajoutes au milieu de culture : les cultures sont done 
conservees dans le milieu de suspension LB +100 microgram- 
mes/ml d 1 ampicilline + 15 % de glycerol a la concentration 
5 bacterienne de DO (600nm = 0.8 sous forme d ! aliquots en 
cryotubes de 1ml par tube. 

Pour le sequengage, l'ADN plasmidique de plusieurs bacteries 
issues de chacun des clonages indiques ci-apres est prepare 
en utilisant un kit commercial (Qiagen Plasmids kit) . Les 

10 fragments correspondant a la sequence du gene CAtfUIA sont 
sequences sur les deux brins suivant les techniques 
classiques connues de 1 ' homme du metier (utilisation du 
sequenceur ABI 3 77 XL, Perkin Elmer) . 

Clonage et sequengage du gene CAtfUIA 

15 Dans le cadre de la presente invention, le gene codant pour 
le facteur de transcription de CA soit SEQ ID N°l represente 
a la figure 1 a ete isole a partir de la banque de fragment 
genomique de Candida albicans. (Sanglard et al . , 
Antimicrobial agents and chemotherapy 39, 2378-2386, (1995)). 

2 0 La structure du gene a ete identifiee par sequengage . 

La strategie utilisee repose sur l'hypothese que SC et CA 
sont des levures proches dont la structure des genes peut 
etre homologue. 
On a procede comme suit : 
25 Dans le cadre de la presente invention, en utilisant le site 
internet de Standford qui permet d'acceder aux sequences 
preliminaires du genome de Candida albicans, une fraction de 
sequence homologue a tfHIA de S. cerevisiae a ete 
identifiee. Ce fragment contient un cadre ouvert de lecture 

3 0 (258 pb) codant pour une proteine pour laquelle on peut 

identifier deux motifs en doigts de zinc et une region riche 
en residus serine caracteristique du facteur TFIIIA de SC. Ce 
cadre ouvert de lecture contient en realite 2 59 nucleotides. 
Afin d 1 amplifier le fragment correspondant de Candida 
35 albicans, deux oligonucleotides ont ete selectionnes dans 
cette sequence. Ces oligonucleotides sont les suivants : 
INT CAND situe a la position 720-740 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°4 et 
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3' CAND situe a la position 955-978 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°5 . 

On a ainsi obtenu un fragment de 259 paires de bases. 
II a d f abord ete confirme par PCR qu'il est possible 
5 d 1 amplifier un fragment d 1 ADN genomique de CA, prepare a 

partir de cellules de CA par les methodes usuelles connues de 
l'homme du metier, et d 1 autre part dans la banque de genes de 
CA. Ces oligonucleotides ont aussi permis de synthetiser un 
fragment d 'ADN a partir d 'ADN genomique de Candida albicans 
10 afin de preparer une sonde marquee au 32P (phosphore 32) en 
utilisant un kit (Mega Prime, Amersham) . 

Ce fragment a ete utilise pour le criblage de la banque de 
fragments genomiques Sau 3A de Candida albicans clones dans 
le site BamHI du vecteur YEp24 (multicopie-Ura3 ) [Botstein et 

15 al., Gene, &, 11-24, (1979)]. 

Les cellules E. coli DH5 alpha transformees avec le vecteur 
YEp24 (vecteur multicopie avec gene de sele+ction URA3 ) 
contenant les fragments decrits ci-dessus (17000 clones) sont 
etalees sur des boites contenant un milieu LB + ampicilline 

20 et cultivees a 37°C. 

Une replique sur filtre de nitrocellulose est ensuite traitee 
par des techniques connues de 1 1 homme du metier comme par 
exemple NaOH : 0,5m, 5 minutes ; Tris-HCl : 1M (pH = 7,5) 
5 minutes ,- NaCl 1 , 5M/Tris-HCl 0 , 5M (pH 7,5). 

25 Pour le sechage, les filtres sont gardes pendant 10 minutes a 
80°C puis fixes aux UV (Stratalinker) . Prehybridation et 
hybridation sont real i sees dans un tampon de NaP04 
(pH 7,2) 0,5M ; EDTA lOmM ; SDS 7 % (ref . , Church et Gilbert, 
PNAS £1 : 1991 (1984)). 

30 La sonde est marquee au 32P avec le kit MegaPrime et (alpha 
32P)dCTP (Amersham UK). L 1 hybridation est realisee pendant 
toute la nuit a 65°C. Les filtres sont ensuite laves dans 1 % 
SDS, 40 mM NaP04 (pH 7,2), six fois pendant 5 minutes a 65°C 
et ils sont ensuite soumis a une autoradiographie pendant 

35 toute la nuit. 

L ■ hybridation sur filtre avec la sonde marquee au 32 P a 
permis de selectionner plusieurs clones positifs qui ont ete 
reensemences sur boites afin de les isoler. Des clones 



On a ainsi obtenu trois types de clones que l ! on nomme 9, 18 
et 47 contenant trois inserts differents du gene CAtfUIA de 
la presente invention : 1 ' analyse par PCR a confirme la 
presence du fragment de 25 9 pb. 
5 Les plasmides YEp24 contenant des inserts de Candida albicans 
ont ete recuperes a partir de ces colonies. La carte de 
restriction de chacun de ces plasmides a ete etablie, et a 
permis de constater que tous les inserts provenaient d'une 
meme region du genome de Candida albicans. Pour le sequengage 
10 de cette region on a utilise les oligonucleotides suivants : 
INT-Cand situe a la position : 720-740 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°4 

3'-Cand situe a la position : 955-978 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°5 

15 Cont-Int situe a la position : 719-741 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°6 

Can-Korl situe a la position 1365-1389 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°7 

et le sequenceur ABI 3 77 XL (Perkin Elmer) . Le sequengage de 
2 0 cette region a permis de mettre en evidence les points 
suivants : 

1) Les trois clones contiennent tous seulement un cadre de 
lecture ouvert, ininterrompu de 1236 pb avec la meme sequence 
qui code pour une proteine . 

2 5 2) Le cadre de lecture ouvert code pour une proteine de 412 

AA qui montre une homologie importante avec le facteur 
TFIIIA de Saccharomyces cerevisiae. L ' analyse de la proteine 
permet de retrouver les 9 motifs en doigt de zinc qui sont 
caracteristiques du facteur de transcription TFIIIA. La 

3 0 comparaison des sequences proteique de CATFIIIA et TFIIIA de 

SC, permet de mettre en evidence une similarite de 50 % et 
une identite de 45 %. Pour la traduction en acides amines il 
a ete tenu compte du fait que dans Candida albicans le codon 
CTG est traduit en serine et qu f il y a 2 codons CTG dans 
3 5 Candida albicans TFIIIA. 
On peut noter : 

- La conservation de la region riche en Serine dans la partie 
N- terminale 
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- la presence d'une tres longue region intermediaire entre 
les doigts de zinc 8 et 9 caracteristique de SC. 
Les differences de sequencB entre les proteines TFIIIA de SC 
et TFIIIA de Candida albicans se situent dans la partie 
5 terminale en dehors des motifs en doigt de zinc. 

Le plasmide YEp24 contenant la region promotrice et la 
sequence codante pour CATFIIIA a ete transforme dans la 
souche E. Coli XL1 Blue puis depose sous le numero 1-2072 a 
la CNCM, Institut Pasteur 25 rue de Docteur ROUX 75015 Paris, 
10 le 15 septembre 1998. 

Exemple 2 : expression du gene tfHIA 

Un fragment contenu dans le clone 9 a ete amplifie par PCR en 
utilisant des amorces contenant les sequences reconnues par 
les enzymes de restriction EcoRI et Xhol et s'hybridant au 
15 gene tfC2, les amorces sont les suivantes : 

5-EcoTF situe a la position 720-732 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°8 et 

3 1 -Xhol situe a la position 1946-1960 de SEQ ID N°l et nomme 
SEQ ID N°9, 

20 On procede done a une amplification par PCR de I'ADN 
genomique de la fagon suivante : 

0,5 microgrammes d'ADKT du clone 9 sont ajoutes a 50 
microlitres d'une solution reactionnelle contenant 200 
nanogrammes/ml de chaque dNTP, les primers indiques ci- 

25 dessus a raison de 25 micromoles/1 pour chacun, 2mM MgC12, 1 
x Pfu Buffer, 5U Pfu polymerase (Perkin Elmer) . 
Le milieu reactionnel est soumis a 30 cycles PCR 
correspondant chacun a 94 °C pendant 3 0 secondes, puis a 60 °C 
pendant 45 secondes puis a 72°C pendant 1 minute. 

3 0 Le fragment contenant la sequence codante de CATFIIIA a ete 
sous-clone dans les vecteurs pYX122 (CEN, HIS 3) et pYX222 (2 
micron, HIS3) (R et D System) . Ce plasmide a ete utilis§ pour 
transformer des cellules de Saccharomyces c. YWRI (Mat 
alpha, can 1-100, his 3-11, leu 2-3, 112 trp 1-1, ura 3-1, 

35 ade 2-1, tfC2 :: leu2 + pJA230) , (Camier et al , Proc. Natl. 
Acad. Sci. 92 9338 - 9342 , 1995) . 
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La souche transf ormee selon les memes methodes que celles 
indiquees ci-dessus permet 1 ' expression du facteur de 
transcription TFIIIA de Candida albicans contenant un tag HA. 
Conclusion 

5 Les realisations experimentales indiquees ci-dessus montrent 
done les points suivants : 

1) Le gene du facteur TFIIIA de Candida albicans a ete isole 
dans trois clones 9, 18 et 4 7 obtenus comme indique ci-dessus 
a l'exemple 1 a partir de la banque de genes de Candida 

10 albicans en utilisant une technique d 1 hybridation. La 
structure de ce gene a ete identifiee par sequengage. 

2) La proteine CATFIIIA du gene CAtfUIA obtenue a l f exemple 
1 est constitute de 412 AA et montre une forte homologie avec 
le facteur TFIIIA de SC. Cette proteine contient une region 

15 riche en residus SER dans la partie N-terminale et 9 doigts 
de zinc dont la disposition est identique a celle de la 
proteine TFIIIA de SC. 

3) Le sous-clonage du gene du facteur TFIIIA de Candida 
albicans a ete realise et le gene a ete place sous controle 

2 0 d'un promoteur de SC. 
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REVEND I CAT I ONS 

1) Polynucleotide isole contenant une sequence nucleotidique 

choisie dans le groupe suivant : 
5 a) un polynucleotide ayant au moins 50 % ou au moins 60% et 
de preference au moins 70 % d'identite avec un polynucleotide 
codant pour un polypeptide ayant la fonction de facteur de 
transcription et ayant une sequence en acides amines 
horaologue de la sequence SEQ ID N°3. 
10 b) un polynucleotide complement aire du polynucleotide a) . 
c) un polynucleotide comprenant au moins 15 bases 
consecutives du polynucleotide def ini en a) et b) . 

2) Polynucleotide selon la revendication 1 tel que ce 

polynucleotide est un ADN. 
15 3) Polynucleotide selon la revendication 1 tel que ce 

polynucleotide est un ARN. 

4) Polynucleotide tel que def ini a la revendication 2 

comprenant la sequence de nucleotides SEQ ID N°l 

5) Sequence d 'ADN telle que definie aux revendications 1, 2 

20 et 4 caracterisee en ce que cette sequence d ! ADN est celle du 
gene CAtfUIA codant pour une proteine ayant la fonction 
biologique du facteur de transcription de Candida Albicans 
CATFIIIA et contenant la sequence de nucleotides SEQ ID N01 

6) Sequence d'ADN selon la revendication 5 ayant la sequence 

25 commen<pant au nucleotide 720 et se terminant au nucleotide 
1955 de SEQ ID N01 . 

7) Sequence d'ADN du gene CAtfUIA selon la revendication 5 

ou 6 codant pour la sequence d 1 acides amines SEQ ID N°3 (412 
AA) . 

3 0 8) Sequence d'ADN codant pour le facteur de transcription 

CATFIIIA selon les revendications 5 a 7 ainsi que les 
sequences d ! ADN qui hybrident avec celle-ci et/ou presentent 
des homologies signif icatives avec cette sequence ou des 
fragments de celle-ci et ayant la meme fonction. 
3 5 9) Sequence d'ADN selon les revendications 5 a 8 comprenant 

des modifications introduites par suppression, insertion 
et/ou substitution d ! au moins un nucleotide codant pour une 
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proteine ayant la meme activite biologique que le facteur de 
transcription CATFIIIA. 

10) Sequence d'ADN selon l'une des revendications 5 a 9 ainsi 

que les sequences d'ADN qui ont une homologie de sequence 
5 nucleotidique d'au moins 50 % ou au moins 60 % et de 
preference au moins 70 % avec ladite sequence d'ADN, 

11) Sequence d'ADN selon l'une des revendications 5 a 10 

ainsi que les sequences d'ADN qui codent pour une proteine 
de fonction similaire dont la sequence en AA a une homologie 
10 d'au moins 40 % et notamment de 45 % ou d'au moins 50 %, 

plut6t au moins 60 % et de preference au moins 70 % avec la 
sequence en AA codee par ladite sequence d'ADN. 

12) Polypeptide ayant la fonction de facteur de 

transcription CATFIIIA et ayant la sequence d'acides amines 
15 SEQ ID N°3 codee par la sequence d'ADN selon l'une des 

revendications 5 a 11 et les analogues de ce polypeptide. 

13) Procede de preparation de la proteine recombinante 

CATFIIIA ayant la sequence d'acides amines SEQ ID N°3 
comprenant 1 1 expression de la sequence d'ADN selon l'une 
2 0 des revendications 5 a 11 dans un hote approprie puis 
l'isolement et la purification de ladite proteine 
recombinante . 

14) Vecteur d' expression contenant la sequence d'ADN selon 

l'une des revendications 5 a 11. 

2 5 15) Cellule hote transformee avec un vecteur selon la 

revendication 14 . 

16) Procede tel que defini a la revendication 13 dans lequel 

la cellule hote est E. coli DH5 alpha ou E. coli XLl-Blue. 

17) Procede tel que defini a la revendication 13 dans 

3 0 laquelle la cellule hote est Saccharomyces cerevisae. 

(18)) Plasmide depose a la CNCM sous le numero 1-2072. 



19) Proced£ de criblage de produits ant if ongiques caracterise 

en ce qu'il comprend une etape ou l'on mesure 1' activite de 
facteur de transcription de CATFIIIA tel que defini a la 
35 revendication 12 en presence de chacun des produits dont on 
souhaite determiner les proprietes antif ongiques et l'on 
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selectionne les produits ayant un effet inhibiteur sur cette 
activite . 

20) Utilisation d'un produit selectionne par le procede selon 
la revendication 19 pour l'obtention d'un agent antif ongique . 
5 21) Utilisation du gene du facteur de transcription CAtfUIA 
de Candida albicans ou du facteur de transcription code par 
ce gene selon 1 ! une des revendications 5 a 12 pour la 
selection d'un produit ayant des proprietes antif ongiques 
selon la revendication 19 comme inhibiteur du facteur de 
10 transcription de Candida albicans. 

22) Compositions pharmaceutiques renfermant a titre de 

principe actif au moins un inhibiteur du facteur de 
transcription de Candida albicans tel que defini a la 
revendi cat ion 2 1 . 
15 23) Utilisation des compositions telles que definies a la 

revendication 22 comme agents antif ongiques . 

24) Methode d' induction d'une reponse immunologique chez un 
mammif ere comprenant 1 1 inoculation a ce mammif ere du 
polypeptide tel que defini a la revendication 12 ou un 

2 0 fragment de ce polypeptide ayant la meme fonction de fagon a 
produire un anticorps permettant de proteger 1' animal contre 
la maladie. 

25) Anticorps dirige contre le polypeptide tel que defini a 
la revendication 12 ou un fragment de ce polypeptide ayant la 

2 5 meme fonction. 

26) Utilisation du gene CAtfUIA ou du facteur de 

transcription code par ce gene selon I'une des revendications 
5 a 12 pour la preparation de compositions utiles pour le 
diagnostic ou le traitement de maladies causees par la 

3 0 levure pathogene Candida albicans. 

27) Kit pour le diagnostic d* infections fongiques comprenant 
une sequence d 1 ADN tel que defini a l'une des revendications 
5 a 11 ou une sequence ayant une fonction similaire ou un 
fragment fonctionnel de cette sequence, le polypeptide code 

3 5 par cette sequence ou un fragment polypeptidique ayant la 
meme fonction ou un anticorps dirige contre un tel 
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polypeptide code par cette sequence d'ADN ou contre un 
fragment de ce polypeptide. 
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LI STAGE DE SEQUENCE 

<110> Hoechst Marion Roussel 

<120> Gene tfHIA de Candida albicans (CAtfUIA) et la 
proteine codee CATFIIIA. 

<130> BREVET 9824 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 2060 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 1. 



ctttattagg 


aagattggct 


aggccatttt 


gtattacggg 


tctccaaagt 


gcaattgttt 


60 


tagtaaatat 


ccaatcattg 


ggcttcagtg 


tgaatggggg 


ttgtcaatct 


cttggtgtag 


120 


aaataggcgc 


aggcct ccga 


atcccaaaaa 


aagaagaatc 


aggatgtctc 


ggctgeaaga 


180 


tttgtagcca 


tggcaaatgc 


cgaaaaatga 


aaaaaaaaaa 


aaagtctact 


gggcccacct 


240 


acaaaaggaa 


aagtgattga 


act agate ag 
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aatttfataa 


300 


tattgtcacg 


ggcttt agaa 


tttgtataat 


tgtgtgtctg 


acactctgtg 


gttaatatct 


360 


ggacatctcg 


ttccccttgt 


gaagggtcgt 


ctgtaatgaa 


ttcatgatca 


agaataatat 


420 


gactttgctc 


acttcataga 


gtgecgaett 


gattattatt 


gagctttatc 


ctctgtaata 


480 


tatcgtaacc 


acttgactta 


tttccttgtt 


gtgggattca 


ctttggatga 


tgatgttaac 


540 


caaatgtaat 


tggtacaatc 


ctttttgtcc 


ttgtcgcgac 


ttcctttaat 


ategegaett 


600 


atttcattaa 


tgagacgcaa 


cgcattcctc 


tctccataga 


aaaaaaaaat 


aacaaactga 


660 


aaaaataaac 


agcggacctc 


atctcttttt 


ttcaaatcca 


ctttttatta 


ctttattcaa 


720 


tgagtgaaag 


tgacgaaacc 


aaatcgatat 


catctttaat 


atcttcttct 


tcttcatcac 


780 


gtcccaaaaa 


gtatatttgc 


acatatgaag 


ggtgtgataa 


agectataat 


cgaccatcat 


840 


tattagagca 


acatttaaga 


acccacagta 


atgatcgacc 


gtataaatgt 


acagtggacg 


900 


attgtgataa 


agcatttttc 


agaaaatcac 


atttggaaac 


acatattgta 


tcacattccg 


960 


aaaaaaaacc 


attccattgt 


tcagtgtgtg 


gtaaaggggt 


taattctcga 


caacacttga 


1020 


aaagacatga 


aatcacccat 


acaaagtcat 


ttaaatgtac 


atttgaaaat 


tgtcaagaag 


1080 


cattttataa 


acatcaatct 


ttaagacatc 


atatattatc 


tgttcatgaa 


aaaacattaa 


1140 


cgtgtaaaca 


atgtaataaa 


gttttcactc 


gaccttcaaa 


attagcacaa 


cataaattaa 


1200 


aacatcatgg 


tggatctcct 


gcttatcaat 


gtgatcatcc 


tggttgtttt 


aaaaatttcc 


1260 
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aaactt ggt c 


agta t tacaa 


tttcatataa 


aacaactgca 


tccaaaactt 


aaatgt ccta 


1320 


aatgtggtaa 


aggttgtgtt 


gggaaaaaag 


gtttatcttc 


acatatgtta 


agtcatgatg 


1380 


attctaccat 


gatcaaaata 


tggacttgtg 


at tattgtga 


tgtggggaaa 


tttgcaaaga 


1440 


aaaatgaatt 


agttgaacat 


tataatatct 


tccatgatgg 


taatatccct 


gatgatttat 


1500 


taaaggaaac 


tgaagtgaaa 


aaattagaga 


acctattaga 


tcaaggatcg 


aaattaaata 


1560 


atttgcatga 


attagaaaca 


gagaaattaa 


aagtggaaga 


agatgaagaa 


gatgaagaag 


1620 


atagtctaga 


tgaaaaaaga 


agtgatgtta 


gatcagactc 


aatgtcagct 


caaagatcaa 


1680 


taaaatcatt 


tactgcttct 


ttggaaggtt 


caaagagtgt 


ttctaaactt 


attctgaata 


1740 


gtgggaagaa 


gat caattgt 


cctaagaata 


attgtgatag 


aatgttttct 


agagaatatg 


1800 


atttacgtcg 


acatttgaaa 


tggcatgatg 


ataatttaca 


aagaattgag 


tcattcttaa 


1860 


atagtataga 


aaaagaagaa 


actccagaag 


gtgaaccatt 


ggttaaaaaa 


gccaggatgg 


1920 


atttattgcc 


aaatgaaaca 


tcagtgattt 


ctcgataata 


tacatttaaa 


attatattaa 


1980 


catttttatt 


tcctttaatt 


tttatttttt 


gtgggctttt 


tattttacat 


tatttaactt 


2040 


gacatattac 


tctcttaatg 










2060 



<210> 2 
<211> 1239 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1236) 

<400> 2 

atg agt gaa agt gac gaa acc aaa teg ata tea tct tta at a tct tct 4 8 

Met Ser Glu Ser Asp Glu Thr Lys Ser He Ser Ser Leu He Ser Ser 
15 10 15 

tct tct tea tea cgt ccc aaa aag tat att tgc aca tat gaa ggg tgt 96 
Ser Ser Ser Ser Arg Pro Lys Lys Tyr He Cys Thr Tyr Glu Gly Cys 
20 25 30 

gat aaa gec tat aat cga cca tea tta tta gag caa cat tta aga acc 14 4 
Asp Lys Ala Tyr Asn Arg Pro Ser Leu Leu Glu Gin His Leu Arg Thr 
35 40 45 

cac agt aat gat cga ccg tat aaa tgt aca gtg gac gat tgt gat aaa 192 
His Ser Asn Asp Arg Pro Tyr Lys Cys Thr Val Asp Asp Cys Asp Lys 
50 55 60 

gca ttt ttc aga aaa tea cat ttg gaa aca cat att gta tea cat tec 240 
Ala Phe Phe Arg Lys Ser His Leu Glu Thr His He Val Ser His Ser 
65 70 75 80 

gaa aaa aaa cca ttc cat tgt tea gtg tgt ggt aaa ggg gtt aat tct 288 
Glu Lys Lys Pro Phe His Cys Ser Val Cys Gly Lys Gly Val Asn Ser 
85 90 95 



cga caa cac ttg aaa aga cat gaa ate acc cat aca aag tea ttt aaa 336 
Arg Gin His Leu Lys Arg His Glu He Thr His Thr Lys Ser Phe Lys 
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100 105 110 

tgt aca ttt gaa aat tgt caa gaa gca ttt tat aaa cat caa tct tta 384 
Cys Thr Phe Glu Asn Cys Gin Glu Ala Phe Tyr Lys His Gin Ser Leu 
115 120 125 

aga cat cat ata tta tct gtt cat gaa aaa aca tta acg tgt aaa caa 432 
Arg His His He Leu Ser Val His Glu Lys Thr Leu Thr Cys Lys Gin 
130 135 140 

tgt aat aaa gtt ttc act cga cct tea aaa tta gca caa cat aaa tta 480 
Cys Asn Lys Val Phe Thr Arg Pro Ser Lys Leu Ala Gin His Lys Leu 
145 150 155 160 

aaa cat cat ggt gga tct cct get tat caa tgt gat cat cct ggt tgt 528 
Lys His His Gly Gly Ser Pro Ala Tyr Gin Cys Asp His Pro Gly Cys 
165 170 175 

ttt aaa aat ttc caa act tgg tea gta tta caa ttt cat ata aaa caa 576 
Phe Lys Asn Phe Gin Thr Trp Ser Val Leu Gin Phe His He Lys Gin 
180 185 190 

ctg cat cca aaa ctt aaa tgt cct aaa tgt ggt aaa ggt tgt gtt ggg 624 
Ser His Pro Lys Leu Lys Cys Pro Lys Cys Gly Lys Gly Cys Val Gly 
195 200 205 

aaa aaa ggt tta tct tea cat atg tta agt cat gat gat tct acc atg 672 
Lys Lys Gly Leu Ser Ser His Met Leu Ser His Asp Asp Ser Thr Met 
210 215 220 

ate aaa ata tgg act tgt gat tat tgt gat gtg ggg aaa ttt gca aag 720 
He Lys He Trp Thr Cys Asp Tyr Cys Asp Val Gly Lys Phe Ala Lys 
225 230 235 240 

aaa aat gaa tta gtt gaa cat tat aat ate ttc cat gat ggt aat ate 768 
Lys Asn Glu Leu Val Glu His Tyr Asn He Phe His Asp Gly Asn lie 
245 250 255 

cct gat gat tta tta aag gaa act gaa gtg aaa aaa tta gag aac eta 816 
Pro Asp Asp Leu Leu Lys Glu Thr Glu Val Lys Lys Leu Glu Asn Leu 
260 265 270 

tta gat caa gga teg aaa tta aat aat ttg cat gaa tta gaa aca gag 864 
Leu Asp Gin Gly Ser Lys Leu Asn Asn Leu His Glu Leu Glu Thr Glu 
275 280 285 

aaa tta aaa gtg gaa gaa gat gaa gaa gat gaa gaa gat agt eta gat 912 
Lys Leu Lys Val Glu Glu Asp Glu Glu Asp Glu Glu Asp Ser Leu Asp 
290 295 300 

gaa aaa aga agt gat gtt aga tea gac tea atg tea get caa aga tea 960 
Glu Lys Arg Ser Asp Val Arg Ser Asp Ser Met Ser Ala Gin Arg Ser 
305 310 315 320 

ata aaa tea ttt act get tct ttg gaa ggt tea aag agt gtt tct aaa 1008 
He Lys Ser Phe Thr Ala Ser Leu Glu Gly Ser Lys Ser Val Ser Lys 
325 330 335 

ctt att ctg aat agt ggg aag aag ate aat tgt cct aag aat aat tgt 1056 
Leu He Ser Asn Ser Gly Lys Lys He Asn Cys Pro Lys Asn Asn Cys 
340 345 350 

gat aga atg ttt tct aga gaa tat gat tta cgt cga cat ttg aaa tgg 1104 
Asp Arg Met Phe Ser Arg Glu Tyr Asp Leu Arg Arg His Leu Lys Trp 
355 360 365 
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cat gat gat aat tta caa aga att gag 

His Asp Asp Asn Leu Gin Arg lie Glu 
370 375 

aaa gaa gaa act cca gaa ggt gaa cca 

Lys Glu Glu Thr Pro Glu Gly Glu Pro 
385 390 

gat tta ttg cca aat gaa aca tea gtg 

Asp Leu Leu Pro Asn Glu Thr Ser Val 
405 



tea ttc tta aat agt ata gaa 1152 

Ser Phe Leu Asn Ser lie Glu 
380 

ttg gtt aaa aaa gec agg atg 1200 

Leu Val Lys Lys Ala Arg Met 
395 400 

att tct cga taa 1239 

lie Ser Arg 

410 



<210> 3 
<211> 412 
<212> PRT 

<213> Candida albicans 
<400> 3 

Met Ser Glu Ser Asp Glu Thr Lys Ser lie Ser Ser Leu lie Ser Ser 
15 10 15 

Ser Ser Ser Ser Arg Pro Lys Lys Tyr lie Cys Thr Tyr Glu Gly Cys 
20 25 30 

Asp Lys Ala Tyr Asn Arg Pro Ser Leu Leu Glu Gin His Leu Arg Thr 
35 40 45 

His Ser Asn Asp Arg Pro Tyr Lys Cys Thr Val Asp Asp Cys Asp Lys 
50 55 60 

Ala Phe Phe Arg Lys Ser His Leu Glu Thr His lie Val Ser His Ser 
65 70 75 80 

Glu Lys Lys Pro Phe His Cys Ser Val Cys Gly Lys Gly Val Asn Ser 
85 90 95 

Arg Gin His Leu Lys Arg His Glu lie Thr His Thr Lys Ser Phe Lys 
100 105 110 

Cys Thr Phe Glu Asn Cys Gin Glu Ala Phe Tyr Lys His Gin Ser Leu 
115 120 125 

Arg His His lie Leu Ser Val His Glu Lys Thr Leu Thr Cys Lys Gin 
130 135 140 

Cys Asn Lys Val Phe Thr Arg Pro Ser Lys Leu Ala Gin His Lys Leu 
145 150 155 160 

Lys His His Gly Gly Ser Pro Ala Tyr Gin Cys Asp His Pro Gly Cys 
165 170 175 

Phe Lys Asn Phe Gin Thr Trp Ser Val Leu Gin Phe His lie Lys Gin 
180 185 190 

Ser His Pro Lys Leu Lys Cys Pro Lys Cys Gly Lys Gly Cys Val Gly 
195 200 205 

Lys Lys Gly Leu Ser Ser His Met Leu Ser His Asp Asp Ser Thr Met 
210 215 220 

lie Lys lie Trp Thr Cys Asp Tyr Cys Asp Val Gly Lys Phe Ala Lys 
225 230 235 240 



5 



Lys Asn Glu Leu Val Glu His Tyr Asn lie Phe His Asp Gly Asn lie 
245 250 255 

Pro Asp Asp Leu Leu Lys Glu Thr Glu Val Lys Lys Leu Glu Asn Leu 
260 265 270 

Leu Asp Gin Gly Ser Lys Leu Asn Asn Leu His Glu Leu Glu Thr Glu 
275 280 285 

Lys Leu Lys Val Glu Glu Asp Glu Glu Asp Glu Glu Asp Ser Leu Asp 
290 295 300 

Glu Lys Arg Ser Asp Val Arg Ser Asp Ser Met Ser Ala Gin Arg Ser 
305 310 315 320 

lie Lys Ser Phe Thr Ala Ser Leu Glu Gly Ser Lys Ser Val Ser Lys 
325 330 335 

Leu lie Ser Asn Ser Gly Lys Lys lie Asn Cys Pro Lys Asn Asn Cys 
340 345 350 

Asp Arg Met Phe Ser Arg Glu Tyr Asp Leu Arg Arg His Leu Lys Trp 
355 360 365 

His Asp Asp Asn Leu Gin Arg lie Glu Ser Phe Leu Asn Ser lie Glu 
370 375 380 

Lys Glu Glu Thr Pro Glu Gly Glu Pro Leu Val Lys Lys Ala Arg Met 
385 390 395 400 

Asp Leu Leu Pro Asn Glu Thr Ser Val lie Ser Arg 
405 410 



<210> 4 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 4 

atgagtgaaa gtgacgaaac c 21 



<210> 5 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 5 

attggaatgg ttttttttcg gaat 24 



<210> 6 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 6 

tggtttcgtc actttcactc att 23 



<210> 7 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 



6 



<400> 7 

atgttaagtc atgatgattc tacca 25 

<210> 8 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 8 

ccttagaatt caccatgagt gaaagtg 27 



<210> 9 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 



<400> 9 

gctgagctcg agtattatcg agaaatc 



27 



